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［序論］細胞内には，多種類かつ大量のタンパク質が存在し，それぞれのタン
パク質が細胞の機能を保つために働いている。それらのタンパク質が生合成さ
れた際に，正しい立体構造を形成できなかったものや変性してしまったものを
分解する役目を持つのが 26Sプロテアソームである。不要なタンパク質は，ユ
ビキチンというペプチドが付加されることにより正常なタンパク質と区別さ
れ，プロテアソームによって分解される。この機構は，ユビキチン-プロテア
ソームシステムと称され，細胞周期制御，DNA修復，シグナル伝達などさまざ
まな生命活動を支えている。26Sプロテアソームは，プロテアーゼ活性を有す
る筒状の 20Sプロテアソームの両端に，活性を調節する因子 19S複合体が付く
構造を持つ。 
日本国内では，がん細胞が不要となったタンパク質を分解してしまうプロテ
アソームを阻害する薬はボルテゾミブただ一つであり，この薬はプロテアソー
ムの活性を阻害することによって，不要なタンパク質を分解させないように
し，がん細胞を死滅させるものである。また，この阻害剤は正常細胞よりもが
ん細胞に特に効果があるとされている。 
 本実験の目的は，従来の阻害剤よりも阻害効率が良く副作用の少ない阻害剤
を見つけその阻害機構を明らかにすること，およびプロテアソームによる基質
分解機構を解明することである。前者は 20Sプロテアソームと新奇阻害剤の複
合体における活性阻害測定を行い，後者はプロテアソームの分解機構を解明す
るため 26Sプロテアソームの原子間力顕微鏡（AFM）による画像での実観測を
試みた。また，本実験に用いる 26Sプロテアソーム試料を取得するため，自作
培養装置や BEAD-BEATERなどを用い，酵母培養条件および 26Sプロテアソーム
の精製条件の検討を行った。 
［実験・結果］酵母発現系で酵母由来 20Sプロテアソームを発現させ，M2アフ
ィニティゲルでの吸着および強陰イオン交換カラムクロマトグラフィにて単離
し精製を行った。活性測定を行うにあたり，20Sプロテアソームの分解能力が
最も発揮される条件を見つけるため，緩衝液の pHと SDSの濃度を変化させ
た。このとき蛍光基質として Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-MCAを加え活性測定を行っ
た。本測定では 50 mM Tris-HCl pH8.0，0.3% SDSといった条件で，20S プロ
テアソームの分解活性が最大になることが確認できた。本条件をポジティブコ
ントロールとし，新奇阻害剤を最終濃度 100 mM，10 mM，1 mM，0.1 mMになる
ように加えて活性測定を行った。この結果，最終濃度 100 mMの阻害剤を添加
した際，50%近い活性の阻害を確認できた。 
当研究室には大型培養装置（ジャーファーメンター）が無く，酵母菌の培養
には通常の振蕩培養器では空気の流入量が圧倒的に足りない。そこで自作の培
養装置を作製し，酵母菌を培養し 26Sプロテアソームを発現させた。その後，
M2アフィニティゲルでの吸着およびゲルろ過カラムクロマトグラフィにて単離
し精製を行った。アフィニティクロマトグラフィによる精製後 SDS-PAGEによ
り確認したところ，20Sプロテアソームが示すサブユニット構成に似た電気泳
動結果が得られ，多くの分子で 19S複合体が外れている可能性が示唆された。 
上記試料を用いて AFMによる分子の直接観察を行った。試料を観測溶液（50 
mM Tris-HCl，pH 7.5 10 mM MgCl2）にて希釈後，その溶液に劈開したマイカを
浸し，そのまま 60分間静置した。その後，観測溶液でしっかりと洗浄した
後，マイカ表面を乾燥させ，AFMでの測定を行った。今回の測定では，大きさ
約 40 nmの細長い形状の分子形状の分子が多数観察された。 
［考察］20Sプロテアソームの活性阻害測定において阻害剤が高濃度であれば
50%近くという高い阻害を確認できたが，あまりに高濃度すぎて実用的でない
ことがわかった。今回の阻害剤は X線結晶解析の結果等より 20Sプロテアソー
ムの３つの活性部位の一つにしか結合しないものだと考えられている。阻害剤
結合条件に何らかの問題があると考えられ，今後は阻害剤と 20Sプロテアソー
ムとの反応時間を変化させることで低濃度での活性阻害を確認することが必要
である。 
 AFMを用いた画像解析においては，今回取得した AFM像が電子顕微鏡により
明らかにされている 20Sプロテアソームの形状および 40 nmという粒子の大き
さと類似していることから，20Sプロテアソームであることが非常に濃厚であ
ることが分かった。試料が 26Sプロテアソームとして精製できなかったこと
は，SDS-PAGEの結果と矛盾しない。 
 26Sプロテアソームの精製において菌体の中には様々なタンパク質が存在す
るため，菌体破砕直後に SDS-PAGEにおいて 19S複合体由来タンパク質である
と判断していたバンドが異なるタンパク質であった可能性もあり，精製段階で
19S複合体が外れているのではなく発現段階で複合体を形成していないことも
考えられる。今後，どのような複合体が形成されているかを確認する手法の開
発が必要であろう。最終的には 26Sプロテアソームの AFM観察による基質の取
り込み時等の構造変化を明らかにし，その機能発現機構を明らかにしていくこ
とが必要である。 
